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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
A doença de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa 
progressiva, hereditária autossômica dominante, que causa comprometimento 
emocional, cognitivo e motor, com atrofia do cérebro, particularmente na região 
do estriado, que inevitavelmente, leva a morte (ARONIN et al., 1995; DIFIGLIA 
et al., 1995; SHARP et al., 1995; RÜB et al., 2016a). 
A DH foi referenciada pela primeira vez por Charles Oscar Waters, em 
1842. Mas foi em 1972 que foi feita a primeira descrição mais aprofundada, por 
George Huntington (ROSS, 2010). Desde então, ficou conhecida como “Coréia 
de Huntington”, sendo o termo “coréia” derivada da palavra grega χορεία que 
significa dança, o que caracteriza as alterações motoras presente na doença 
(VIEREGGE, 2007). O termo foi substituído mais tarde por “Doença de 
Huntington” porque nem todos os pacientes desenvolvem a coréia, e devido à 
importância dos distúrbios cognitivos e comportamentais. 
Causada por um alongamento na repetição expandida do trinucleotídeo 
CAG (3 bases de DNA: Citosina, Adenina e Guanina), responsável pela 
transcrição do aminoácido glutamina, localizado na região do braço curto do 
cromossoma 4p16.3, também chamado de IT15. Identificado apenas em 1993, 
o IT15 contêm sequências meioticamente instáveis da repetição CAG em seu 
exon 1. Estas repetições instáveis de CAG no exon 1 de IT15 codifica a grande 
proteína huntingtina (Htt) de 350 KDa com 3100 aminoácidos, poliglutamínicos. 
Ao contrário de muitas outras proteínas de tamanho semelhante, a Htt é 
completamente solúvel (RÜB et al., 2016a; RÜB et al., 2016b; CATTANEO et 
al., 2005).  
Alelos com repetições até 35 CAG não causam a DH, mas a faixa de 27 
a 35 repetições de CAG podem expandir durante a meiose, e são chamados de 
alelos intermediários. Alelos com 36 a 39 repetições de CAG possuem 
penetrância reduzida.  E alelos com mais de 40 repetições são sempre 
associados a DH. A idade de início, determinada pela primeira manifestação 
motora, está inversamente correlacionada com o comprimento da repetição 
CAG, enquanto que a penetrância da doença é diretamente correlacionada. Já 
12 
 
o fenótipo da DH pode significativamente variar de paciente para paciente com 
comprimento de repetições semelhantes (CASTILHOS et al., 2016; JIANG et 
al., 2015). 
O alongamento patológico de poliglutamina (figura 1) resulta na proteína 
huntingtina mutante (mHtt), que é considerada responsável por esta proteína 
multifuncional perder a sua solubilidade normal em células nervosas e formar 
agregados protéicos, por ligações de hidrogênio entre si, em inclusões intra-
neuronais nos diferentes compartimentos das regiões cerebrais, perturbando o 
funcionamento normal das células, por impedir o movimento das vesículas no 
citoesqueleto e interromper a ação de neurotransmissores, levando a morte 
celular. (RÜB et al., 2016a; JIANG et al., 2015; ORR, 2008). 
 
Figura 1 – Alongamento patológico de poliglutamina causa 
neurodegeneração. 
Fonte: extraída de (https://blog.cirm.ca.gov/2017/03/20/stem-cells-reveal-
developmental-defects-in-huntingtons-disease/, 2017). 
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Estudos sugerem que fragmentos N-terminais específicos da mHtt, antes 
da formação de agregados, podem prejudicar a função mitocondrial 
diretamente por alterações do tráfego intracelular baseado em microtúbulos. O 
que seria o primeiro fator importante para a degeneração neuronal, pois esta 
deficiência se reflete na disfunção da comunicação intercelular, antecedendo a 
sintomatologia clássica das doenças neurodegenerativas (MELO et al., 2013; 
ORR et al, 2008). Proteínas motoras especiais, ligadas aos microtúbulos, 
denominadas Dineínas, são proteínas chave do transporte axonal retrógrado. 
Sua alteração é de importante interesse, já que está relacionado à 
degeneração de neurônios motores. Resultados indicam que o transporte 
retrógrado com defeito é detectável antes da degeneração dos neurônios 
motores (VALLEE et al, 2004). E tem atraído cada vez mais atenção por parte 
dos pesquisadores por causa de seus papéis importantes e da sua associação 
com várias desordens neurológicas (CHEN et al., 2014). 
A mHtt é expressa em todo o corpo (figura 2) desde o nascimento, mas 
a sua toxicidade celular não é limitada ao sistema nervoso, como se pensava 
inicialmente,  e os sintomas só aparecem mais tarde na vida. As concentrações 
da mHtt são aumentadas de acordo com o estágio da doença em portadores 
da mutação e o gene causador é amplamente expresso fora do sistema nervos 
central (SNC) com vários sinais periféricos da doença, como a perda de peso e 
o aumento da sinalização pro-inflamatória. No entanto, sua importância na 
fisiopatologia da DH não é clara. Portanto os tratamentos direcionados aos 
tecidos e órgãos fora do SNC podem ser alvo para melhorar a qualidade de 
vida dos pacientes com DH. (CARROLL et al., 2015).  
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Figura 2 - A análise histológica (Hibridização in situ) revela a expressão 
generalizada da proteína Htt nos tecidos humanos e nos tipos de células. Para 
a expressão da proteína, 0 = não detectado, 1 = baixo e 2 = médio. RPKM = lê 
por kilobase por milhão.  
Fonte: extraída de (CARROLL et al., 2015). 
 
Tem sido sugerido que a perda de função da Htt normal, pode também 
contribuir para patogênese da DH. Intracelularmente, a huntingtina está 
associada com várias organelas, incluindo o núcleo, retículo endoplasmático e 
complexo de Golgi, e pode também ser encontrada nos axônios e nas 
sinapses, onde se associa com estruturas vesiculares, tais como vesículas 
revestidas por clatrina, compartimentos endossomais, e nos microtúbulos. Esta 
localização generalizada não facilita a definição da sua função. Embora se 
saiba que desempenha um papel importante no desenvolvimento embrionário, 
já que a sua ausência está relacionada com a morte embrionária, e também é 
anti-apoptótica, participa do controle da produção de Fator Neurotrófico 
Derivado do Cérebro (BDNF), que é particularmente importante para a 
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sobrevivência de neurônios do estriado, e facilita o transporte vesicular de 
BDNF ao longo dos microtúbulos (CATTANEO et al., 2005). 
A proteína htt interage com uma vasta variedade de proteínas, e a 
mutação da Htt faz com que a sinalização celular se altere em vários sistemas 
de neurotransmissores, incluindo dopaminérgico, glutamatérgico, e sistemas 
canabinóides, bem como sistemas de fator trófico (RIBEIRO et al., 2011). 
Portanto as alterações cerebrais que envolvem a mHtt são bastante variadas e 
complexas. 
Estudos mostram que há uma interação da Htt com algumas proteínas 
importantes para o mecanismo de endocitose, secreção de 
neurotransmissores, apoptose e expressão gênica. Nas células nervosas a Htt 
normal se complexa a proteína Hip-1, AP2 e clatrina, envolvidas na endocitose 
e secreção de neurotransmissores (CATTANEO et al., 2005).  Na hipótese de 
Gervais e colaboradores (2002), a ligação de Hip-1, uma proteína normalmente 
associadas com Htt, é reduzida pela expansão da poliglutamina (figura 3). 
Livre, a Hip-1 liga-se a um polipeptídeo, Hippi. A disponibilidade de Hip-1 então 
é modulada pela expansão da poliglutamina na Htt, a expansão da 
poliglutamina favorece a formação do heterodímero pró-apoptótico Hippi-Hip-1. 
Este heterodímero pode recrutar pro-caspase-8 em um complexo de Hippi, Hip-
1 e pro-caspase-8, e ativar a cascata apoptótica pela via extínseca. A ativação 
desta via ativa enzimas proteolíticas, liberando o citocromo C e os fatores de 
indução de apoptose, como a caspase-3 das mitocôndrias pela via intrínseca, 
resultando numa clivagem inicial de mHtt produzindo fragmentos que se 
agregam e formam inclusões no neurônio e no seu núcleo, causando 
toxicidade celular, além da sua agravante modulação da transcrição gênica 
(GERVAIS et al, 2002; MATTSON, 2002; NITAI et al, 2008).  
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Figura 3 – Mecanismo de ação da Htt nos neurônios: a) atividade 
normal da Htt. b) atividade da mHtt. 
Fonte: extraída de (Gervais et al, 2002). 
 
É observado que a herança genética para a DH apresenta proporções 
aproximadamente iguais entre homens e mulheres, um heterozigoto para a 
doença transmite a característica para metade de sua prole, e que tanto o 
fenótipo quanto a taxa de progressão da doença são influenciados 
negativamente pela existência de um segundo gene afetado pela mutação 
(SQUITIERI et al., 2003). Em alguns casos raros, a doença pode ser causada 
por uma nova mutação onde nenhum dos progenitores tenha as repetições 
expandidas (SEMAKA et al., 2006). 
A transmissão da DH não está diretamente vinculada ao sexo do 
progenitor afetado, mas é a principal determinante da mudança do tamanho de 
repetições CAG. Descendência de pais afetados são mais propensos a ter 
expansões, por outro lado, descendentes de mães afetadas são mais 
propensos a ter uma redução no tamanho CAG. Pois há uma instabilidade 
maior na espermatogênese do que na oogênese (KREMER et al., 1995). 
Embora haja uma forma juvenil rara da DH (DHJ), normalmente defenida 
com início até os 20 anos, associada a mais de 60 repetições de CAG, a DH  
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se apresenta usualmente na meia idade entre 35 a 55 anos. Entretanto a 
doença pode ocorrer em qualquer idade de 1 a 80 anos (RAWLINS, et al., 
2016; QUARRELL, et al., 2012; VAZ; PAIVA, 2016). E faz-se um prognóstico 
de vida estimado em 15 a 20 anos após o aparecimento das manifestações 
clínicas (CATTANEO et al., 2005; ROSS, 2011).  
A prevalência global da DH varia mais de dez vezes entre diferentes 
regiões demográficas. As menores taxas estão entre os asiáticos e as mais 
altas entre os caucasianos. A taxa de prevalência média desde 1995 (quando o 
teste genético começou a ser usado rotineiramente) em países asiáticos foi de 
0,42 para 100.000 habitantes. Em comparação a taxa de prevalência para o 
mesmo período em países com população predominantemente caucasiana, foi 
de 9,71 para 100.000 habitantes (RAWLINS, et al., 2016). 
No Brasil a DH é ainda bastante negligenciada. Há poucos dados sobre 
a incidência ou prevalência da doença na população brasileira e pouca 
pesquisa publicada sobre o assunto no país. No entanto, de acordo com as 
notificações do número de mortes, a Região Sul apresentou a maior notificação 
de DH por 100.000 habitantes, seguida pelo Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste 
e regiões Norte. O que pode ser explicado pela existência de um melhor 
sistema de cuidados de saúde na Região Sul em comparação com o resto do 
país, levando a um aumento da taxa de diagnóstico e registro de mortes de 
DH. Outro fator a ser considerado é a composição étnica da Região Sul, uma 
vez que mais de 70% de sua população é composta por brancos de origem 
européia, em contraste com a população total do Brasil, que é composta por 
47% de brancos (VAZ; PAIVA, 2016). 
A DH é uma doença física, psicológica e socialmente devastadora 
(ROOS, 2010). Conforme o aparecimento das primeiras manifestações clínicas, 
a doença poderá apresentar-se de diferentes formas no primeiro estágio, sendo 
que as alterações mais comuns se estabelecem no comportamento, como 
irritabilidade e depressão, quando pacientes mostram mudanças sutis de 
personalidade, cognição, e controle motor. Este período saudável funde-se 
imperceptivelmente com uma fase de pré-diagnóstico. No estágio intermediário, 
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o discurso se deteriora mais rapidamente do que a compreensão, e a coreia 
torna-se mais pronunciada. Os pacientes com início precoce DH podem não 
desenvolver a coreia, ou esta pode surgir apenas transitoriamente durante a 
sua doença. Observam-se emagrecimento e dependência para realizar 
atividades simples como autocuidado.  Em estágio mais avançado, como os 
déficits motores e cognitivos se tornam graves, os pacientes eventualmente 
morrem, geralmente de complicações de quedas, inanição, disfagia e aspiração 
(WALKER, 2007). A causa mais comum de morte é a pneumonia, seguido de 
suicídio (ROOS, 2010).  
Para pesquisa e estratificação da capacitação funcional e motora, é 
utilizado desde 1996, quando foi criado por um grupo de estudo internacional 
da DH para padronizar o exame clínico de pacientes em DH, um conjunto de 
escalas, testes e questionários, chamado de Escala Unificada para Avaliação 
da DH (UHDRS). Permitindo abrangente classificação clínica de gravidade da 
DH, a UHDRS faz a avaliação das incapacidades motoras, bem como o 
agravamento do grau cognitivo, distúrbios do comportamento e da atividade 
mental, autocuidado, necessidades sociais e financeiras (KEMPLÍR, 2006). 
A seção motora do UHDRS avalia o nível de comprometimento motor do 
paciente. Com classificações padronizadas de função oculomotora, disartria, 
coreia, distonia, marcha e estabilidade postural. É obtido pelo somatório de 
pontos de 31 itens, cuja pontuação varia entre 0 e 124, com pontuações mais 
altas indicando comprometimento motor mais grave do que os escores mais 
baixos (Movement Disorder Society, 1996). 
A avaliação comportamental e psiquiátrica da UHDRS inclui 28 itens que 
quantificam a gravidade e a frequência dos sintomas relacionados ao afeto e 
ao conteúdo do pensamento (tristeza/humor, baixa estima, culpa, ansiedade, 
pensamentos suicidas, comportamento agressivo, comportamento irritadiço, 
obsessões, compulsões, delírios e alucinações). A pontuação total varia entre 
0-176, e os pontos mais altos indicam maior comprometimento comportamental 
(Movement Disorder Society, 1996). 
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As avaliações funcionais incluem uma escala de capacidade funcional 
com 5 itens que contemplam tarefas domésticas, finanças, ocupação, cuidados 
exigidos e atividades da vida diária (13 pontos); uma escala de independência 
que classifica o paciente desde não precisar de cuidados especiais até 
alimentado por sonda, acamado (que varia de 10% a 100%); e uma lista de 
verificação de tarefas diárias comuns, que abrange desde a capacidade para 
manter um serviço remunerado na sua atividade profissional até as tarefas de 
higiene e alimentação executadas sem auxílio. Consiste em um questionário de 
25 perguntas (25 pontos), podendo ser preenchida através da informação do 
doente ou do seu acompanhante. Os escores mais altos nas escalas de função 
indicam melhor funcionamento. (Movement Disorder Society, 1996). 
O Índice de capacidade funcional total da UHDRS traduz o estágio geral 
dos participantes e é classificado de acordo com a escala de Shoulson e Fahn, 
e varia entre os estágios 1 e 5. Este é avaliado conforme a capacidade do 
paciente sobre atividades básicas administrativas e diárias. Os menores pontos 
indicam melhor integridade e preservação de funções (SHOULSON; FAHN, 
1979). Neste estudo, foi dividido o estágio geral em leve (índice 1 e 2), 
moderado (índice 3) e grave( índice 4 e 5). 
Para confirmação da DH é feito o diagnóstico molecular, através de um 
teste genético com uma amostra de sangue, onde são avaliadas as expansões 
do CAG. Esta confirmação é importante da mesma forma para diagnósticos 
diferenciais, pois a coreia, um dos sinais mais proeminentes da DH, está 
presente também em outras doenças. Mas somente em cerca de 1% dos casos 
diagnosticados clinicamente como DH, o teste genético não confirma o 
diagnóstico (ROOS, 2010). 
Além do diagnóstico clínico com a anamnese e a constatação dos sinais 
e sintomas característicos da doença e a história familiar positiva, são 
realizados também a análise genética e exame de neuroimagem como a 
ressonância magnética nuclear, para identificar as regiões alteradas dos 
núcleos caudados e putâmen, responsáveis pelos sintomas clínicos. 
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A fisiopatologia da DH abrange todo o cérebro do paciente, sendo as 
regiões mais afetadas os núcleos da base, especialmente o estriado, composto 
pelo núcleo caudado e putâmen. O corpo estriado é composto principalmente 
de neurônios espinhosos médios (MSNs) (85%), que são neurônios 
gabaérgicos, os primeiros afetados na DH por um mecanismo apoptótico, mas 
também de interneurônios, incluindo neurônios colinérgicos (RÜB, 2016; 
VONSATTEL et al.,1998; RIBEIRO et al, 2013; ZUCCATO; CATTANEO, 2009). 
A perda da inibição pelos neurônios gabaérgicos permite descargas 
espontâneas de atividade do globo pálido e da substância negra que provocam 
os movimentos de coreia. Já os sintomas clínicos cognitivos provavelmente 
não resultam da perda dos neurônios GABA (ácido gama amino butírico), mas 
sim, de neurônios secretores de Ach (acetilcolina), provavelmente localizados 
nas áreas do córtex cerebral (VONSATTEL et al., 1985). 
Portanto, o marcador patológico da DH é a atrofia gradual do estriado, 
que segue um padrão de progressão topograficamente ordenado. O 
envolvimento de camadas do córtex cerebral e disfunção de circuitos cortico-
estriatais sugere que o processo de doença pode começar no estriado e no 
córtex, estendendo-se a outras regiões cerebrais subcorticais, e que a 
liberação maciça de glutamato, pela teoria glutamatérgica, pelos terminais 
cortico-estriatais pode ser responsável por reforçar como causa de 
neurodegenerescência a excitoxicidade no estriado (JANUÁRIO, 2011). 
A DH é caracterizada por seu início tardio, portanto, reproduzir o fenótipo 
da DH humana no período de vida de um camundongo representa um grande 
desafio. Inúmeros modelos de camundongos expressando Htt completo (YAC, 
BAC e knock-in) ou fragmentos (R6/2 e N-171) foram desenvolvidos para 
estudos terapêuticos e para melhor compreensão da patogênese da doença 
(MENALLED e CHESSELET, 2002; EHRNHOEFER et al., 2009; CROOK e 
HOUSMAN, 2011; MUNOZ-SANJUAN e BATES, 2011). No entanto, os 
modelos de camundongos são em geral limitados para o estudo de certas 
medidas funcionais e comportamentais (figura 4) (HERRMANN et al., 2012). 
Por isso é importante analisar as diferenças entre os modelos existentes, pois 
nenhum modelo pode ser considerado superior aos outros em todos os 
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aspectos, sendo que o uso de mais de um modelo animal deva ser 
considerada, embora o custo de rastreio também (MENALLED et al., 2009). 
  
Figura 4 – Comparação de fenótipos entre modelos de camundongos de 
DH transgênicos e knock-in e pacientes humanos com DH. 
Fonte: extraída de (Ehrnhoefer et al, 2009). 
 
Os camundongos knock-in HdhQ111, possuem uma sequência poliQ 
inserida no gene endógeno da Htt do camundongo (SHELBOURNE et al., 
1999), exibem um fenótipo de início muito tardio com doença sutil que 
maximiza a investigação de eventos precoces da doença. A doença é mais 
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rápida em camundongos transgênicos de DH YAC e BAC, levando à perda de 
células neuronais (MACDONALD et al, 2003). Os camundongos BACHD 
exibem déficits motores progressivos e neurodegeneração seletiva de início 
tardio no córtex e estriado, consistentes com os achados nos animais YAC 
(EHRNHOEFER et al, 2009). Os camundongos transgênicos com fragmento de 
Htt, como os camundongos exon 1 (R6/2 e N-171), apresentam doença grave e 
rápida, com morte entre 12 e 14 semanas de idade (figura 5). 
 
Figura 5 – Descrição do tempo dos eventos em modelos de 
camundongos de DH. A cascata da doença está dividida em: alterações 
moleculares precoces (triângulo azul claro), marcadores patológicos 
posteriores, como inclusões intranucleares (triângulo azul escuro), e até 
mesmo sinais posteriores de doença em estágio terminal, incluindo perda de 
células neuronais e morte do camundongo (triângulo preto).  
Fonte: extraída de (MacDonald et al, 2003). 
 
Os modelos transgênicos que expressam a Htt completa YAC128 e 
BACHD possuem uma origem pura FVB/N, enquanto que a maioria dos 
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modelos que expressam fragmentos de Htt (R6/2 e N-171) e modelos knock-in 
possuem uma origem mista de C57BL/6 (Tabela 1) (EHRNHOEFER et al, 
2009). Sendo que uma das teorias de neurodegeneração seletiva é a 
excitotoxicidade causada pela ativação de receptores de glutamato (POULADI 
et al., 2006; JANUÁRIO, 2011). Evidências crescentes revelam que há um forte 
componente genético que influencia a suscetibilidade à excitotoxicidade; os 
antecedentes da cepa C57BL/6 confere mais resistência à maioria das 
excitotoxinas examinadas quando comparado com os antecedentes do FVB/N 
(SCHAUWECKER, 2005). Essa diferença na suscetibilidade à morte neuronal 
excitotóxica pode ser o motivo das diferenças na gravidade dos fenótipos 
knock-in e YAC/BAC.  
Tabela 1 Diferenças entre os modelos de DH 
Fonte: extraída de (Ehrnhoefer et al, 2009). 
 
Em estudo realizado no Departamento de Neurobiologia Molecular 
(dados disponíveis na página 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE50379), foram 
investigadas possíveis alterações no perfil de expressão gênica no estriado, em 
modelo animal de DH (HdhQ111/Q111/mGluR5-/- e 
(HdhQ20/Q20/mGluR5+/+), por ensaio de microarranjo, que revelou variações 
na regulação de muitos genes. 
O ensaio de microarranjo é uma técnica de hibridização que permite a 
investigação da análise da expressão de milhares de genes ao mesmo tempo. 
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Para tal, utiliza matrizes contendo sondas complementares a diversos genes e 
permite, por técnicas de hibridização com o cDNA-alvo marcado com 
fluoróforo, avaliar a expressão gênica. Porém o método é basicamente 
qualitativo, ou seja, de rastreio. Por tal motivo a PCR em tempo real é utilizada 
como uma técnica de apoio para validar e quantificar os genes de interesse nas 
análises de microarranjo. Portanto, uma combinação sinergética de ambas as 
tecnologias, nas quais o rastreio dos genes envolvidos é realizado por 
microarranjo e a quantificação precisa de alto rendimento é feito por PCR em 
tempo real, seria o mais adequado método de escolha. (KLEIN, 2002; 
NASCIMENTO et al, 2010). 
Dessa maneira, na pesquisa de Ribeiro e colaboradores (2014), foi 
confirmado através de PCR em tempo real, que existe alteração na expressão 
de vários genes no estriado de modelo animal de DH, principalmente com 
relação ao gene que codifica a proteína dineína, pois em modelo animal de DH, 
que não possuíam o receptor metabotrópico de glutamato mGluR5 
(HdhQ111/Q111/mGluR5-/-), o perfil de expressão gênica no estriado, 
resultantes da mHtt, mostrou regulação positiva dos genes da Dineína de 
cadeia pesada axonemal 6 (DNAHC6) e  da Dineína de cadeia leve Tctex do 
tipo 1 (DYNLT1) (RIBEIRO; PIRES et al., 2014). 
A proteína motora Dineína foi descoberta em 1987 (LYE et al., 1987), e é 
composta por duas cadeias pesadas, três cadeias intermediárias, e quatro 
cadeias leves (PASCHAL et al.,1987). Pertence a uma superfamília de 
proteínas motoras que se movem da porção distal sobre os microtúbulos em 
direção ao corpo celular, participando do transporte retrógrado (VALLEE et al., 
2004). 
Neste sentido, em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa 
(AREAL et al., 2017), verificou-se uma diminuição significativa na expressão do 
gene DNAHC6 em pacientes com DH e em animal modelo DH (HdhQ111/Q111 
e HdhQ20/Q20). Sugerindo a DNAHC6 como um possível marcador sanguíneo 
para as primeiras alterações celulares que antecedem as manifestações da 
DH. Ou seja, a alteração na expressão gênica de DNAHC6 observada em 
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modelo animal da DH também foi observada em pacientes. Além de investigar, 
através de ensaio de microarranjo, uma regulação negativa de vários genes, 
incluindo a DNAHC6, a protocadherin-21 (Pcdh21), o Receptor intracelular 
sigma 1 não-opióide (SIGMAR1), o Domínio 1 do tipo imunoglobulina e 
repetição rico em leucina (Lingo1) e o Receptor gama-aminobutírico A 
(Gabra2). Sendo estes os genes de interesse abordados neste trabalho, além 
do gene da DYNLT1 citado na pesquisa de Ribeiro e colaboradores (2014). 
 Este mesmo estudo concluiu que o monitoramento molecular da 
expressão do gene DNAHC6 em indivíduos com história familiar de DH poderia 
ser aplicado como uma tentativa de antecipar o diagnóstico, indicar o 
prognóstico da doença e, consequentemente, um início precoce do tratamento. 
No entanto, é importante notar que não se pôde determinar com precisão em 
que ponto esta alteração molecular se iniciou, considerando que todos os 
pacientes avaliados já apresentavam sintomas da DH bem definidas (AREAL et 
al., 2017). O que dá suporte para avaliar a expressão do gene DNAHC6 em 
pacientes e em modelo animal de DH, em diferentes estágios da doença, assim 
como, em familiares assintomáticos com diagnóstico molecular de DH. 
Dessa forma, esses dados são essenciais para determinarmos que os 
resultados, obtidos em modelo animal, apresentam relevância clínica. Isto nos 
dá suporte para avaliar a expressão do gene DNAHC6 em pacientes em 
diferentes estágios da doença, assim como, analisar em humanos, expressões 
de outros genes alterados em modelo animal. Proporcionando um melhor 
entendimento dos mecanismos que levam aos sintomas clínicos da DH. 
Dentre os vários genes alterados por ensaio de microarranjo, foram 
selecionados os genes DNAHC6, DYNLT1, SIGMAR1, Lingo1, Pcdh21 e 
Gabra2, que já possuem relação com doenças neurodegenerativas, ou até 
mesmo já com a DH, descritas na literatura (AREAL et al., 2017; RIBEIRO; 
PIRES et al., 2014; NGUYEN, et al., 2015; MI, et al., 2008; KIM et al., 2011; 
ALLEN, et al., 2009), para testar por PCR em tempo real, se humanos 
portadores da DH e animal modelo de DH apresentam essas mesmas 
alterações moleculares, e se há diferença de expressão destes genes em 
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diferentes estágios da DH em humanos e também em modelo animal para DH, 
complementando os estudos anteriores realizados em modelo animal de 
Ribeiro e colaboradores (2014) e em modelo humano e animal de Areal e 
colaboradores (2017). 
O SIGMAR1 é uma chaperona que reside principalmente na membrana 
do retículo endoplasmático associada à mitocôndria (MAM), onde desempenha 
um papel na manutenção da integridade estrutural e na regulação da 
sinalização de cálcio entre o retículo endoplasmático e a mitocôndria (figura 6), 
e atua como um modulador pluripotente dinâmico em sistemas vivos (WENG, 
et al., 2017). O gene SIGMAR1 é expresso nos neurônios e nas células da glia, 
em múltiplas partes do SNC. É uma classe única de proteínas intracelulares 
que pode modular muitos mecanismos biológicos associados à 
neurodegeneração. As doenças neurodegenerativas com etiologias genéticas e 
fenótipos patológicos distintos parecem compartilhar mecanismos comuns de 
disfunção celular neuronal, incluindo excitotoxicidade, desregulação do cálcio, 
dano oxidativo, estresse do retículo endoplasmático e disfunção mitocondrial. 
As células da glia, incluindo micróglia e astrócitos, desempenham um papel 
cada vez mais reconhecido, tanto na promoção quanto na prevenção da 
neurodegeneração (NGUYEN, et al., 2015). A expressão do gene do SIGMAR1 
está envolvida na diferenciação celular, neuroplasticidade, neuroproteção, e 
funcionamento cognitivo do cérebro. O receptor SIGMAR1 afeta a sinalização 
intracelular de cálcio e exerce uma importante influência neuromoduladora em 
vários sistemas de neurotransmissores, incluindo o sistema colinérgico e 
glutamatérgico do tipo NMDA que estão implicados tanto no Alzheimer quanto 
na DH. Agonistas do receptor de SIGMAR1 mostram potentes efeitos 
neuroprotetores in vitro e em modelos animais de neurodegeneração (FEHÉR, 
et al., 2012). 
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Figura 6 – Suposto mecanismo SIGMAR1 na MAM: a) No estado 
normal. b) No estado de deficiência de SIGMAR1 - leva a uma sinalização 
anormal de Ca2+ entre o Retículo Endoplasmático (ER) e mitocôndrias e a 
interrupção da produção de ATP. Aumento da produção de Espécies Reativas 
de Oxigênio (ROS), aumentando a liberação de citocromo c e levando ao 
colapso da MAM e, consequentemente, o aumento da autofagia ou morte 
celular por apoptose. 
Fonte: extraída de (Weng et al, 2017). 
 
O gene do Lingo1 é expresso seletivamente no SNC em células 
precursoras de oligodendrócitos e em neurônios. Sua expressão é moderada 
no desenvolvimento normal do SNC e é regulada positivamente tanto em 
humanos quanto em modelos de camundongos para neuropatologias. Lingo1 
regula negativamente (figura 7) a diferenciação de oligodendrócitos e 
mielinização, a sobrevivência neuronal e regeneração axonal através da 
ativação de vias de sinalização da fosforilação da família de gene homólogo 
ras, membro A (RhoA) e inibindo a proteína cinase B (Akt). Através de diversos 
modelos animais de doenças do SNC, tendo como alvo a inibição do Lingo1, 
observou-se que há promoção da sobrevivência de neurônios e 
oligodendrócitos, regeneração do axônio, diferenciação de oligodendrócitos, 
remielinização e recuperação funcional. A inibição específica de função Lingo1 
representa uma nova abordagem terapêutica para o tratamento de doenças do 
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SNC (MI,et al., 2008; MI, et al., 2013). O Lingo1 traduz uma glicoproteína de 
membrana específica do SNC que suprime a diferenciação do oligodendrócito 
e a mielinização, Lingo1 está possivelmente envolvido na falha da 
remielinização e no reparo axonal na esclerose múltipla, o bloqueio do Lingo1 
através de BIIB033, um anticorpo monoclonal totalmente humano que 
antagoniza seletivamente o Lingo1, que mostrou ser seguro e bem tolerado em 
estudos de fase 1, permitiu a ativação da remielinização e demonstrou redução 
significativa da perda axonal (CORREALE, et al., 2016). 
 
Figura 7 – Complexos de sinalização Lingo1 (Lingo1 regula 
negativamente moléculas de sinalização).  
 
Fonte: extraída de (Mi et al, 2013). 
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O gene da Pcdh21 expresso predominantemente no SNC é conhecido 
como um gene fotorreceptor específico. Sua alteração é de importante 
interesse, pois pode afetar fotorreceptores (figura 8) e induzir disfunções 
visuais (KIM et al., 2011). Os distúrbios do movimento ocular são bastante 
conhecidos na DH (LEIGH, et al., 1983; HELMLINGE, et al., 2002; 
ANDERSON; MACASKILL; 2013). A visão de cor é significantemente menor 
em pacientes com DH, sendo o volume da mácula diminuído com o aumento 
da gravidade da DH. A camada de fibra nervosa da retina (RNFL) na região 
temporal foi identificada como preferencialmente afetada na DH, possivelmente 
implicando em disfunção mitocondrial. Além disso, a espessura da RNFL 
temporal é reduzida em pacientes com DH e é inversamente correlacionada 
com a duração da doença (KERSTEN, et al., 2015). 
 
Figura 8 – Pcdh21 interage com filamentos de actina e outras proteínas 
causando distrofia macular. 
Fonte: extraída de (Kleinman and Ambati, 2008). 
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O gama-aminobutírico é o principal neurotransmissor inibitório do SNC e 
desempenha um papel importante no funcionamento dos gânglios da base de 
mamífero. Existem dois tipos de receptores de GABA, os ionotrópicos e os 
metabotrópicos. Os receptores Gabra2 são receptores ionotrópicos, mais 
abundantes no SNC, com estrutura pentamérica com um canal de cloreto e é 
montado a partir de uma gama de diferentes classes de subunidades, sendo 19 
subunidades. Estudos mostram que há um aumento do número de receptores 
Gabra2 que aumentam a capacidade de neurônios do globo pálido (GP) para 
compensar a diminuição progressiva da quantidade de GABA liberado no GP 
na DH (ALLEN, et al., 2009; GLASS, et al., 2000). O receptor Gabra2 
apresenta um aumento irregular da perda no núcleo caudado e putâmen no 
início da DH e uma perda quase total de receptores no núcleo caudado e 
putâmen nos graus mais avançados de DH. Um aumento do receptor Gabra2 
no estriado é incomum, e pode representar o início da disfunção dos neurônios 
espinhosos médios, na ausência de qualquer degeneração visível (GLASS, et 
al., 2000; GLASS, et al., 2004).  
A DH é a causa genética mais comum de movimentos involuntários 
arrítmicos (GONÇALVES, 2013). E apesar de atualmente existirem numerosos 
estudos na área, principalmente o que se refere à correlação da expansão da 
repetição CAG como principal determinante da idade de início dos sintomas 
clínicos da DH, o mesmo comprimento de poliglutamina em diferentes 
indivíduos pode produzir o início que varia dentro de um período aproximado 
de 36 anos (MACDONALD et al., 2003). Portanto, as etapas chave no processo 
da doença podem ser modificadas por fatores aleatórios, ambientais ou 
genéticos que determinarão a idade precisa do início da DH, por isso a 
importância do monitoramento de alterações moleculares precoces. Dessa 
forma, esta pesquisa pretende colaborar com os avanços no conhecimento 
desta doença, os quais irão contribuir para o desenvolvimento de marcadores 
moleculares que possam efetivamente identificar as primeiras alterações 
celulares que antecedem as manifestações clínicas da DH, de forma mais 
específica e precoce, pois quanto mais cedo o diagnóstico molecular for 
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identificado, o tratamento pode atuar por mais tempo, proporcionando uma 
melhora na qualidade de vida do paciente e de seus familiares. 
OBJETIVOS 
Objetivo Geral: 
Determinar se as alterações na expressão gênica observadas em modelo 
animal geneticamente modificado para DH podem ser marcadores moleculares 
em pacientes com DH.  
Objetivos Específicos:   
- Investigar a expressão dos genes DNAHC6, DYNLT1, Pcdh21, SIGMAR1, 
Lingo1 e Gabra2 no camundongo BACHD em diferentes estágios da doença (4 
e 12 meses de idade; 
- Avaliar o estágio clínico dos portadores de DH através da Escala Unificada 
para avaliação da Doença de Huntington (UHDRS); 
- Investigar a expressão dos genes DNAHC6, DYNLT1, Pcdh21, SIGMAR1, 
Lingo1 e Gabra2 nos pacientes com DH como um possível marcador 
sanguíneo para as primeiras alterações celulares que antecedem as 
manifestações clínicas da DH; 
- Correlacionar o padrão de expressão do gene DYNLT1 em diferentes 
estágios da doença em pacientes com DH. 
Diante o exposto, daremos seguimento a este trabalho na forma de 
artigo. 
Abstract 
Huntington’s disease (HD) is a fatal neurodegenerative disease caused by an 
expansion of CAG nucleotide sequence in the huntingtin gene, characterized by 
motor dysfunction, cognitive deficits and psychiatric symptoms. A knock-in 
genetic mice model of HD showed alterations in several genes in striatum. 
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Through microarray were selected the Dynein, axonemal, heavy chain 6 
(DNAHC6), Dynein light chain Tctex, type 1 (DYNLT1), Sigma non-opioid 
intracellular receptor 1 (SIGMAR1), Leucine rich repeat and Ig domain 
containing 1 (Lingo1), Protocadherin 21 (Pcdh21) and Gamma-aminobutyric 
acid (GABA) A receptor (Gabra2) genes, which have a relation to 
neurodegeneration. The aim of this study was to test whether human HD 
carriers have these same molecular alterations, and if there are difference in 
expression of these genes at different stages of HD in humans and also in 
animal model for HD. A BACHD transgenic mice model was investigated in 
different stages of 4 and 12 months of age. We explored the genes expression 
in HD human blood and in BACHD mice brain tissue using qPCR analysis. 
SIGMAR1 gene is decreased in HD and in the striatum of (4 months) BACHD, 
suggests this gene could be a useful peripheral blood marker of HD in early 
stages of the disease. DYNLT1 gene expression in whole blood of HD patients 
is significant downregulated and this difference is increased in later stages of 
disease by monitoring patients in the time interval from 2015 to 2018. These 
studies confirm that these genes could usefully as peripheral markers and also 
targets for potential intervention in the future for HD and translational markers in 
HD mouse models, although continued studies are necessary. 
Keywords 
Huntington’s disease, gene expression, biomarker, DYNLT1, SIGMAR1, 
molecular diagnostics.  
Introduction 
Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant progressive 
neurodegenerative disorder that causes emotional, cognitive and motor 
impairment, with brain atrophy, particularly in the striatum region, which 
inevitably leads to death (ARONIN et al., 1995; DIFIGLIA et al., 1995; SHARP 
et al., 1995; RÜB et al., 2016a). HD is caused by a pathologic expansion of 
cytosine adenine guanine CAG repeats in the expansion in exon 1 of IT15 
gene, which encodes the huntingtin protein (THsDCRG, 1993). Identified only in 
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1993, the molecular diagnostics began to be routinely used in 1995 as a genetic 
test with a blood sample for DH confirmation (RAWLINS et al., 2016). 
For research and stratification of functional and motor skills, a set of scales, 
tests and questionnaires, called the Unified Huntington’s Disease Rating Scale 
(UHDRS), has been used since 1996 when an international DH study group 
created to standardize the clinical examination of HD patients (MOVEMENT 
DISORDER SOCIETY, 1996). Allowing comprehensive clinical classification of 
HD, UHDRS assesses motor disabilities, as well as cognitive impairment, 
behavioral and mental disorders, self-care, social and financial needs 
(KEMPLÍR, 2006).  
A number of potential targets have been identified and validated preclinically in 
HD models, whereas there are not yet any diseases modifying treatments that 
have been demonstrated to delay or slow HD in patients. In genome-wide 
microarray analyses of altered gene expression in striatum of a knock-in mice, 
which has the first murine exon replaced by a human exon containing 111 CAG 
repeats (HdhQ111/Q111), performed at the London Regional Genomics Centre 
(Robarts Research Institute, London, ON, CA), revealed variations in many 
genes (data available at 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE50379). 
In the research by Ribeiro et al. (2014), it was confirmed by real-time PCR that 
there is an alteration in the expression of several genes in the animal model of 
DH which did not possess the mGluR5 metabotropic glutamate receptor 
(HdhQ111/Q111/mGluR5-/-). The gene expression profile, resulting from mHtt, 
showed positive regulation of DNAHC6 and DYNLT1 genes (RIBEIRO; PIRES 
et al., 2014). These genes encode the dynein protein, a motor protein 
composed of two heavy chains, three intermediate chains, and four light chains 
(PASCHAL et al., 1987). 
In a previous study conducted by our research group (AREAL et al, 2017) was 
revealed, by microarray analyses of striatum of a knock-in mice, an 
downregulation of genes including DNAHC6, Pcdh21, Lingo1, SIGMAR1 and 
Gabra2, when compared to control HdhQ20/Q20. And also was revealed 
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through RT-PCR, downregulation in the gene expression related to axonal 
transport in the basal ganglia, specifically axonemal DNAHC6 gene (encoding 
dynein heavy chain 6). Those alterations in DNAHC6, could also be observed in 
the peripheral cellular blood of patients HD and knock-in mice (HdhQ111/Q111) 
(AREAL et al., 2017). Suggesting thus a involvement of the gene pathway 
outside of the CNS.  
Therefore, these data are essential to determine that the results, obtained in an 
animal model, are of clinical relevance. This gives us support for evaluating the 
expression of the DNAHC6 gene in patients at different stages of the disease, 
as well as analyzing in humans, expressions of other genes altered in animal 
models. Providing a better understanding of the mechanisms that lead to clinical 
symptoms of DH.  
Among the several genes altered by microarray assay, the DNAHC6, DYNLT1, 
SIGMAR1, Lingo1, Pcdh21 and Gabra2 genes, which have a relation to 
neurodegenerative diseases (AREAL et al., 2017; RIBEIRO; PIRES et al., 2014; 
NGUYEN, et al., 2015; MI, et al., 2008; KIM et al., 2011; ALLEN, et al., 2009), 
were selected to test whether human DH carriers have these same molecular 
alterations, and if there are difference in expression of these genes at different 
stages of DH in humans and also in animal model for DH.  
The aim of this study was to verify whether changes in a set of gene expression 
(DNAH6, DynLT1, Pcdh21, Lingo1, Sigmar1 and Gabra2) observed in a 
genetically modified animal model for HD may be molecular markers in HD 
patients. 
Materials and Methods 
HD animal model 
The animal model of HD is a transgenic mice mediated by bacterial artificial 
chromosome (BAC) (BACHD) containing a full-length genomic sequence with 
97 glutamine repeats and all regulatory elements. The BACHD mice exhibit 
progressive motor deficits, neuronal dysfunction and late-onset selective 
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neuropathology that include significant striatal and cortical atrophy (GRAY et al., 
2008). 
BACHD transgenic mice were purchased from Jackson Laboratory (Bar Harbor, 
ME, USA). We used wildtype littermates as controls. The animals were housed 
in an animal care facility, on a 12-h light/ 12 h dark cycle at a constant 
temperature of 23 °C, with food and water provided ad libitum. Mice were 
euthanized at the end of 4 and 12 months of age. Brains were removed, and 
striatum from the brain were dissected, snap frozen, and used for the RNA 
extraction using Trizol reagent. Animal care was in accordance with 
Universidade Federal de Minas Gerais Ethics Committee on Animal 
Experimentation, CETEA (n° 234/2016).  
Patients 
Nineteen patients (12 men, 7 women), with genetically confirmed HD in various 
stages (mean age 55,53 ± 14,65 years) from different families resident in 
metropolitan region of Vitoria, Espírito Santo state of Brazil were selected 
(Table 1). The following parameters were assessed: actual age, age at clinical 
onset and duration of HD, route of genetic transmission, Unified Huntington’s 
Disease Rating Scale (UHDRS) and number of CAG triplet repeats. A medical 
staff, composed of neurologist, geneticist and physiotherapist, from the 
Neurology Division of the University Hospital Cassiano Antonio Moraes 
(HUCAM/UFES) monitored the patients and assessed the UHDRS. DNA 
extraction was performed at the Laboratory of Clinical Biochemistry and 
Molecular Biology at UFES and RNA extraction was conducted at the 
Laboratory of Molecular and Behavioral Neurobiology at UFES. The molecular 
diagnosis was performed by laboratory Hermes Pardini, the CAG repeats were 
determined by DNA fragment analysis according to Möncke-Buchner et al. 
2002. 
Among this group of nineteen DH patients, a subgroup of six patients (4 men, 2 
women), was followed in the period from 2015 to 2018.  
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The control group consisted of twenty healthy individuals, 11 men and 9 women 
(mean age 56,15 ± 14,45 years), with no family history of HD, age, and gender-
matched with patients in the study (Table 2). After a comprehensive explanation 
of the study protocol, all included patients/ relatives and controls provided 
written informed consent. 
All proceedings were in accordance with the Federal University of Espírito 
Santo Human Research Committee by the number 1.856.340/2016. 
Table 2 Sociodemographic characteristics of HD patients and control group 
 
DNA Extraction from Human Blood 
Briefly, 4 mL of whole venous blood was collected from each study participant 
for molecular diagnosis. DNA extractions were carried out using salting-out 
method adapted from Munro and Maniatis (1989). Concentration of DNA was 
analyzed by NanoDrop™ (Thermo Scientific, Wilmington, USA). Subsequently 
sent to Hermes Pardini laboratory for molecular diagnosis. 
RNA Extraction from Human Blood 
Whole venous blood (4 mL) was collected from each study participant for gene 
expression analysis. RNA extractions were carried out using Brazol reagent as 
per manufacturer’s instructions (LGC Biotecnologia). RNA quality was assessed 
using agarose gel electrophoresis, and its concentration was analyzed by 
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NanoDrop™ (Thermo Scientific, Wilmington, USA). Complementary DNA 
(cDNA) was synthesized using iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad) as per the 
manufacturer’s protocol and S1000 thermal cycler (Biorad, CA, USA). 
Quantitative RT-PCR 
For each gene of interest, primers were designed using the NCBI and IDT 
primer quest program and the primers were tested using the relative standard 
curve method. The amplification consisted of an initial denaturation cycle at 95 
°C for 15 s, followed by 45 cycles of 2 min at 95 °C, 30 s at 60 °C (annealing), 
and 30 s at 72 °C (amplification). Quantitative PCR was performed at the 
Applied Biosystems 7500 real-time PCR system, using SYBR Green master mix 
kit (Applied Biosystems). All reactions were performed in triplicate in a 10 μl 
total volume that contained 5,0 μl of SYBR Green and cDNA corresponding to 
0.03 μl of RNA. Changes in gene expression were determined with the 2-Δct 
method using β-actin gene expression for normalization. Specific product 
formation was confirmed by melting curve analysis. The primers used for the 
human samples and mice samples are shown in Tables 3 and 4, respectively. 
Table 3 Sequences of PCR primers for human samples 
Gene RefSeq Orientation Sequence (5′–>3′) Amplicon 
size 
DNAHC6 NM_001370 Forward 
Reverse 
TGCCACATCATCTACTCAGTTT 
ACCAGTATGTGGCAGTTTAGG 
114 pb 
DYNLT1 NM_006519 Forward 
Reverse 
GTGCCTTCGGACTGTCTATTT 
ATTCATGGCTGGTGGTTAGAG  
90 pb 
SIGMAR1 NM_005866 Forward 
Reverse 
AAGGAAGACCTGCGGATAGA 
CTCAGGATCTGCATGGTGTATG 
100 pb 
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ACTB NM_001101 Forward 
Reverse 
TCCTCACCCTGAAGTACCC 
CACACGCAGCTCATTGTAGA 
98 pb 
 
Table 4 Sequences of PCR primers for mice samples 
Gene RefSeq Orientation Sequence (5′–>3′) Amplicon 
size 
DNAHC6 NM_001164669 Forward 
Reverse 
CGCAAGGAAGATGACACACAGA 
TTAGAGACCCAGCCATGACC 
115 pb 
DYNLT1 NM_009342 Forward 
Reverse 
AGCCAACTCACCAAACTGG 
GGTCTTGTTCTCCCATCGG 
129 pb 
SIGMAR1 NM_011014 Forward 
Reverse 
ACCAATGGAAAGAGGGCAC 
AACAGGGTAGACGGAATAACAC 
147 pb 
Pcdh21 NM_130878 Forward 
Reverse 
GGACAGAGAAAGGGAAGATGAG 
ATGTAAGGCTCCTGGATGAAC 
134 pb 
Lingo1 NM_181074 Forward 
Reverse 
GAAATTGACTATGTGCCCCG 
TTCCCTGCCCAGTGTTTC 
144 pb 
Gabra2 NM_008066 Forward 
Reverse 
CCATGAGGCTTACAGTCCAAG 
ACGGAGTCAGAAGCATTGTAAG 
147 pb 
ACTBN NM_007393 Forward 
Reverse 
 
TGGAATCCTGTGGCATCCATGA 
 
 
AATGCCTGGGTACATGGTGGTA 
 
122 pb 
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Statistical Analyses 
All the results were expressed as the mean ± SEM. Statistical analysis were 
performed using the GraphPadPrism® software, version 7.0. Statistical 
evaluations of UHDRS were analyzed by one-way ANOVA. qPCR results were 
analyzed by Student’s t test and the two-way ANOVA. A 95 % confidence 
interval was used and values of P < 0,05 were considered as statistically 
significant. 
Results 
Correlation of Age of 1st symptom with CAG repeats 
As showed in Figure 9, a significant negative correlation (p = 0.0021, r = -
0.7093) was observed between the number of CAG repeats in the major allele 
and the age of onset of the 1st symptom. The increased number of CAG 
repeats was associated with a younger age of onset of the first symptoms, 
correlation evidenced in many studies (CASTILHOS et al., 2016; 
BROCKLEBANK et al., 2009; WEXLER et al., 2004). 
Statistical evaluation of UHDRS 
It is observed in figure 10a the correlation between independence parameter 
and motor evaluation of the UHDRS scale, and the growth of the motor 
evaluation was combined with the lower the independence of the patient with 
DH. Since the evaluation component of the total motor goes until to 124 points 
and the higher the number of points, the greater the motor commitment of the 
patient. And the Independence scale ranges from 10% to 100%, with 10% being 
the same as the patient being fed by probe, bedding and 100% the patient does 
not need special care. 
In figure 10b shows the evaluation of the motor parameters of the UHDRS scale 
according to the patient's gravity stage. The increase of the stage of gravity was 
associated with a greater motor evaluation. The gravity stage translates the 
index of total functional capacity and was divided into mild (general stage 1 and 
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2), moderate (general stage 3) and severe (general stage 3 and 4), the lower 
stage indicating better integrity and preservation functions. 
And in figure 10c shows the evaluation of the functional evaluation of the 
UHDRS scale according to the patient's gravity stage. The increase of the stage 
of gravity was associated with a smaller functional evaluation. The functional 
evaluation has 25 items and ranges from 0 to 25 points, the highest number of 
points equals the best functional evaluation. 
Table 5 shows Relationship between the clinical staging of the HD patient by 
the UHDRS scale and the age group. In this study, 16,68% of the patients from 
41 to 60 years and 5,55% of those over 60 are in the mild stage, 5,55% from 21 
to 40 years, 5,55% from 41 to 60 years and 5,55% over 60 years in the 
moderate stage, and 38,90% from 41 to 60 years and 22,22% over 60 years in 
the severe stage of HD. Therefore most of the study patients are in the range of 
41 to 60 years and are in the severe phase of HD. 
Table 6 demonstrates a descriptive general analysis of the components of the 
UHDRS scale in HD patients. The patients in the study present a mean age of 
the first symptoms of 49.81 years, mean of 49.88 points in the evaluation of the 
motor component (varies from 0 to 124 points), 18.44 points in the behavioral 
evaluation (varies from 0 to 176 points), 10.81 points in functional evaluation 
(ranging from 0 to 25 points), 5.19 points in functional capacity (ranging from 0 
to 13 points), 59.38% independence (ranges from 10% to 100% ) and an 
average disease time of 7.38 years. 
Expression Levels of DNAHC6, DYNLT1, SIGMAR1, Pcdh21, Lingo1 e Gabra2 
in striatum of BACHD mice model of HD 
In order to further investigate DNAHC6, DYNLT1, SIGMAR1, Pcdh21, Lingo1 e 
Gabra2 gene expression alteration revealed by microarray (data available at 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE50379), we performed 
a qPCR analysis to quantify the mRNA levels of the pathway genes in the 
striatum of BACHD mice in early and late stages of disease progression (4 and 
12 weeks).  
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At 4 weeks, there were already a significant decreased in mRNA levels of 
SIGMAR1 (0,94-fold, p=0,0181), Pcdh21 (0,91-fold, p=0,0073) and Gabra2 
(0,88-fold, p=0,0103) and no significant difference in DYNLT1 (p=0,2514), 
DNAHC6 (p=0,1211) and Lingo1 (p=0,2696) as shown in Fig. 11a.  
In late disease, there a was significant decrease in mRNA levels of Gabra2 
(0,90-fold, p=0,0092) compared with wild-type mice as shown in Fig. 11b. There 
were no significant differences in SIGMAR1 (p=0,7649), DYNLT1 (p=0,1672), 
DNAHC6 (p=0,1434), Lingo1 (p=0,6850) and Pcdh21 (p=0,5837) mRNA levels 
in the late stage (Fig. 11b).  
Furthermore, we observed a significant decrease in mRNA levels of SIGMAR1 
between younger wild type mice compared with older wild type mice and older 
BACHD mice. There was a significant decrease in the mRNA levels of Gabra2 
younger wild type mice compared with younger and older BACHD mice, and 
between older wild type mice compared with older BACHD mice (Fig. 11c). 
Expression Levels of SIGMAR1, DYNLT1 and DNAHC6 Genes in the peripheral 
Cellular Blood of Patients with HD and age- and gender-matched controls. 
To determine whether those genes are altered in HD patients, we extracted 
RNA from age-matched HD and healthy controls blood samples. cDNAs were 
synthesized and we carried out qPCR for SIGMAR1, DYNLT1 and DNAHC6 
genes. There was a significant decrease in mRNA levels of SIGMAR1 (0,72-
fold, p=0,0020) and DYNLT1 (0,75-fold, p=0,0013) as shown in Fig. 12a e 12b. 
Whereas DNAHC6 mRNA was increase significantly (1,11-fold, p=0,0467) as 
shown in Fig. 12c. 
Expression levels of gene DYNLT1 in the peripheral cellular blood of patients 
with HD quantified using qPCR in different times and in the same patients. 
To further validate whether the identified mRNA alterations in expression levels 
of the gene DYNLT1 are maintained at the late stages of disease progression, 
we carried out qPCR for DYNLT1 gene in the same patients in 2015 and in 
2018. And in fact, there was a significant decrease in the mRNA levels of 
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DYNLT1 at the disease progression (as shown in Fig. 13), suggesting that the 
DYNLT1 gene may be a peripheral biomarker for HD. 
Table 5 Relationship between the clinical staging of the HD patient by the 
UHDRS scale and the age group 
 
Table 6 Descriptive general analysis of the components of the UHDRS scale in 
HD patients 
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Fig. 9 Correlation of Age of 1st symptom in HD patients with CAG repeats in the 
major allele. The increased number of CAG repeats was associated with a 
younger age of onset of the first symptoms. 
 
Fig. 10 Statistical evaluation of UHDRS. a Correlation of Motor evaluation with 
Independence (Pearson's correlation test). b Evaluation with one-way ANOVA 
of Stage of gravity and Motor evaluation. c Evaluation with one-way ANOVA of 
Stage of gravity and Functional evaluation. 
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Fig. 11 Expression levels of genes SIGMAR1, DYNLT1, DNAHC6, Lingo1, 
Pcdh21 e Gabra2 in striatum of BACHD mice model of HD in early (4 months) 
and late stage of HD (12 months) quantified using qPCR. a By 4 months (early 
symptomatic), there are a significant decreased in the mRNA levels of 
SIGMAR1, Pcdh21 and Gabra2 in BACHD mice compared with wild type mice 
(WT). No significant difference in mRNA levels of DYNLT1, DNAHC6 and 
Lingo1. b At 12 months (late symptomatic), there are significant decreased in 
Gabra2 mRNA. There were no alteration in SIGMAR1, DYNLT1, DNAHC6, 
Lingo1 and Pcdh21 mRNA levels at 12 months. c There is a significant 
decreased in the mRNA levels of SIGMAR1 between WT 4m compared with 
WT 12m and BACHD 12m. There is a significant decreased in the mRNA levels 
of Gabra2 WT 4m compared with BACHD 4m and BACHD 12m, and between 
WT 12m compared with BACHD 12m. Expression was normalized with β-actin. 
Data were expressed as mean±S.E.M. *p 0.05, compared with the control 
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Fig. 12 Expression levels of genes SIGMAR1, DYNLT1 and DNAHC6 in the 
cellular blood of patients with HD quantified using qPCR. a Levels of SIGMAR1 
mRNA was significantly decreased in the cellular blood of patients with HD 
compared with age- and gender-matched controls. b DYNLT1 mRNA levels 
was significantly decreased in the cellular blood of patients with HD compared 
with age- and gender-matched controls. c DNAHC6 mRNA levels was 
significantly increase in the cellular blood of patients with HD compared with 
age- and gender-matched controls. Expression was normalized with β-actin 
control. Data were expressed as mean±S.E.M. *p 0.05, compared with the 
control 
 
Fig. 13 Expression levels of gene DYNLT1 in the cellular blood of patients with 
HD quantified using qPCR in different times and in the same patients. 
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Discussion 
HD mutation is associated with mitochondrial dysfunction and apoptotic 
pathways. SIGMAR1 regulate neurodegenerative diseases via direct or indirect 
regulation on mitochondria, especially via the mitochondrial associated 
endoplasmic reticulum membrane. SIGMAR1 expression is decreased in mHtt 
protein expressing cells (HYRSKYLUOTO, et al., 2013; WENG, et al., 2017). A 
potential function for the SIGMAR1 gene in the pathogenesis of HD has also 
emerged along with its potential as a target for disease modification (FEHÉR, et 
al., 2012).  
In the present work, using a BACHD transgenic mice, we showed the same 
downregulation in the striatum of (4 months) mice compared to the knock-in 
mice (HdhQ111/Q111) used in our previous work (AREAL et al., 2017), these 
alterations are not observed in later stages of disease, suggesting that aging 
itself downregulates expression of SIGMAR1. These findings replicate by qPCR 
in the peripheral cellular blood of HD patients, corroborated with our previous 
data, and extend our earlier findings from genome-wide microarray studies, that 
is, SIGMAR1 gene is decreased in HD and suggest this gene could be a useful 
peripheral blood marker in early stages of the HD and disease-modifying 
therapeutic targets. 
Also, in the present study we showed that DYNLT1 gene expression in whole 
blood of HD patients is significant downregulated and this difference is 
increased in later stages of disease (fig. 13). Our research group followed 6 of 
our 19 patients since 2015 and has stored data and samples, which enabled 
this analysis. No significant differences in mRNA levels of DYNLT1 in BACHD 
were found compared to control mice. 
In a previous study conducted by our research group (AREAL et al, 2017) using 
microarray analysis, as well as qPCR data, we showed that DNAHC6 
expression is decreased in HdhQ111/111 mice, as compared to control mice. 
Expression of DNAHC6 gene was also decreased in HD patients when 
compared to control group. But in the present study, we did not observe 
significant differences in mRNA levels of DNAHC6 in BACHD although there is 
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a significant increase in the cellular blood of patients with HD compared with 
controls.   
Probably this difference could be explained once we are comparing different 
animal models and stages of the disease in HD patients and mice model. 
Because most of the patients are in the advanced stage of the disease 
according to UHDRS scale and Knock-in mice exhibit a very early onset 
phenotype of the disease whereas BACHD mice develop HD faster exhibiting 
progressive motor deficits and selective late-onset neurodegeneration in the 
cortex and striatum. Another hypothesis for the upregulation of RNA levels 
DNAHC6 in HD patients is the possibility that mGluR5 expression is decreased 
in these patients. As we showed in a study by Ribeiro et al. (2014), HD animal 
models (HdhQ111/Q111/mGluR5-/-) exhibited upregulation of RNA levels 
DNAHC6 when the animal model had the mutation of the HD but did not have 
the mGluR5 metabotropic receptor. 
The mGluR5 and the mutated huntingtin (mHtt) protein exhibit a functional 
interaction. The presence of mHtt is detrimental to many neuronal subtypes, but 
the medium spiny neurons (MSNs) are the main striatal neurons affected by the 
disease (ZUCCATO; CATTANEO, 2009). Selective excitotoxicity in this area, 
due to the high levels of glutamate receptors are hyperstimulated, which leads 
to excessive influx of calcium and results in the activation of apoptosis and cell 
death. Group I mGluR metabotropic receptors have also been described in 
neuronal cell death. Increasing evidence shows that mHtt alters mGluR 
signaling (RIBEIRO et al., 2011). 
The BACHD mice exhibit a mHtt aggregation and a pattern of selective brain 
atrophy similar of that in adult HD patients (GRAY, et al., 2008). The BACHD 
mice show a stronger phenotype, compared to HdhQ111, which shows a very 
mild phenotype. Knock-in models representative for the pathophysiology of HD 
due to the genetic similarity in the animal model and HD patients, but they 
exhibit subtle behavioral and molecular abnormalities, which may precede more 
evident end-stage phenotypes (MENALLED, el al., 2009). In sum, both models 
are similar in several aspects to HD patients but the BACHD is more 
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representative to the profile of HD patients worked in this study because most 
are in the severe phase of the disease according to UHDRS scale (table 5). 
Pcdh21 was downregulation only in BACHD mice model of HD in early (4 
months), suggesting that aging itself downregulates expression of Pcdh21 (KIM 
et al., 2011). This Pcdh21 gene interacts with filaments of actin and other 
proteins causing macular dystrophy (Kleinman and Ambati, 2008). The color 
vision is significantly lower in patients with DH, the volume of the macula being 
decreased with the increase in HD severity. The retinal nerve fiber layer (RNFL) 
in the temporal region was identified as preferentially affected in HD, possibly 
implying mitochondrial dysfunction. In addition, the temporal RNFL thickness is 
reduced in patients with HD and is inversely correlated with disease duration 
(KERSTEN, et al., 2015). 
There was no alteration in mRNA levels of Lingo1 at 4 and 12 months. HD is 
characterized by late onset, therefore, reproducing the phenotype of human HD 
during the life of a mice represents a great challenge. However, mouse models 
are generally limited to the study of certain functional and behavioral measures 
(Fig. 4) (HERRMANN et al., 2012). Therefore, it is important to analyze the 
differences between the existing models, since no model can be considered 
superior to others in all aspects, and the use of more than one animal model 
should be considered, although the cost of screening also (MENALLED et al., 
2009). 
Gabra2 was significantly decreased in BACHD mice model of HD in early (4 
months) stage of the disease. Here, we show the same downregulation in 
BACHD mice model in the late stage of HD (12 months), so this difference it is 
even higher in later stages of the disease, suggesting these changes may 
correlate with progression. The Gabra2 receptor shows almost total loss of 
receptors in the caudate nucleus and putamen in the more advanced HD 
stages. An increase in the Gabra2 receptor in the striatum is uncommon, and 
may represent the onset of dysfunction of the middle spiny neurons, in the 
absence of any visible degeneration (GLASS, et al., 2000; GLASS et al., 2004). 
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Conclusions 
The present study shows that the presence of mutant huntingtin causes 
decreased expression levels of Sigmar1 gene in HD patients and in BACHD 
mice, also, in DYNLT1 gene expression in whole blood of HD patients is 
significant downregulated and this difference is increased in later stages of 
disease. However, more studies are necessary to clearly understand the 
precise molecular mechanism of downregulation of this gene in HD 
pathogenesis, and to further validate its potential for providing novel biomarkers 
and disease-modifying therapeutic targets for HD. Levels of mGluR5 expression 
should be tested in these patients to verify the reason of the altered expression 
of DNAHC6. Continued studies are necessary for the Pcdh21 and Gabra2 
genes in humans since these genes have been altered in the animal model, as 
well as to be investigated the Lingo1 gene in humans and in other animal 
models of HD. In conclusion, the genes Sigmar1 and DNYLT1 could usefully 
markers and also targets for potential treatments in the future for HD. 
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